



  TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1. Kambing Boer 
Kambing Boer berasal dari Afrika Selatan atau biasa 
disebut sebagai Star of African (Malan, 2000). Perkembangan 
jumlah populasi ternak kambing di Indonesia daerah Jawa 
Timur yaitu dari 2.830.915 ekor pada tahun 2011 mencapai 
3.136.513 ekor pada tahun 2015 (BPS, 2015). Kambing Boer 
merupakan salah satu tipe kambing pedaging yang memiliki 
tubuh kompak dan persentase karkas yang tinggi (Nasich, 
2011). Kambing Boer dikategorikan sebagai ternak tipe 
pedaging dengan persentase daging pada karkas dapat 
mencapai 45-50% dari berat tubuhnya (Setiadi, 2003). Bobot 
badan kambing Boer dapat mencapai 35-45 kg pada umur 5-6 
bulan, dengan rataan pertambahan bobot badan antara 0,02-
0,04 kg/hari. Kambing ini memiliki tubuh yang lebar, panjang, 
berkaki pendek, berhidung cembung, bertelinga panjang 
menggantung, berkepala warna coklat kemerahan atau coklat 
muda hingga coklat tua, serta ada beberapa kambing Boer 
yang memiliki garis putih kebawah yang terdapat pada 
wajahnya (Mukarom, 2010). 
 
2.2. Karakteristik Semen Segar Kambing Boer 
Karakteristik semen segar kambing Boer yang normal 
memiliki volume semen berkisar antara 0,70 ml-1,50 ml 
(Suyadi, Susilawati dan Isnaini, 2004). Menurut Pamungkas, 
Mahmilia dan Elieser (2008) menyatakan bahwa rataan 
volume semen kambing Boer (0,83 ml/ejakulat) yang 
diperoleh melalui penampungan vagina buatan. Menurut 
Kartasudjana (2001) warna semen kambing Boer yaitu 
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berwarna putih susu-putih kekuningan atau krem, warna krem 
pada semen disebabkan karena adanya riboflafin dari sekresi 
kelenjar vesikularis. Semen segar kambing Boer memiliki pH 
mendekati pH normal. Menurut Susilawati (2011) derajat 
keasaman menentukan keadaan kehidupan spermatozoa, 
apabila semakin jauh jarak pH semen dengan pH normal dapat 
membuat spermatozoa lebih cepat mati, derajat keasaman atau 
pH diukur dengan cara mengambil sedikit semen dengan 
menggunakan ose dan diletakkan pada kertas lakmus atau pH 
meter kemudian dilihat pH-nya, pH semen diuji dengan 
menggunakan pH BTP paper, pH normal semen = 6,2 – 6,8. 
Menurut Feradis (2010) nilai konsistensi mempunyai korelasi 
dengan nilai konsentrasi semen, semakin pekat konsistensi 
maka semakin tinggi nilai konsentrasi semen, apabila 
ditemukan semen dengan konsistensi terlalu encer maka 
diduga bahwa semen tersebut mempunyai konsentrasi rendah, 
dalam setiap mililiter kandungan spermatozoa atau konsentrasi 
spermatozoa menjadi salah satu parameter kualitas semen 
untuk menentukan berapa banyak betina yang dapat di 
inseminasi dengan semen tersebut.  
 Motilitas merupakan salah satu kriteria penentu 
kualitas spermatozoa yang dilihat dari banyaknya spermatozoa 
yang bergerak progresif, dengan maksud agar sampai didalam 
alat reproduksi betina untuk proses fertilisasi, penilaian 
motilitas spermatozoa sangat penting karena motilitas 
umumnya digunakan sebagai parameter kesanggupan 
membuahi sel telur (Yumte, Wantouw dan Queljoe, 2013). 
Menurut Susilawati (2011) menyatakan bahwa kriteria 
penilaian gerak massa spermatozoa yakni sangat baik (+++) 
terlihat adanya gelombang besar, gelap, tebal dan aktif yang 
bergerak cepat dan berpindah-pindah tempat; baik (++) terlihat 
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gelombang kecil tipis, jarang, kurang jelas dan bergerak 
lamban; kurang baik (+) jika tidak terlihat gelombang 
melainkan gerakan individual aktif progresif; buruk (0) terlihat 
hanya sedikit gerakan individual. 
 
2.3. Pengencer Komersial 
Andromed
®
 merupakan salah satu pengencer 
komersial berbahan dasar tris yang paling populer digunakan 
untuk pengencer semen beku (Aslam, Dasrul dan Rosmaidar, 
2014). Pengencer komersial ini terbebas dari protein hewani, 
sehingga dapat menghindari kemungkinan penularan penyakit 
melalui bahan pengencer dari produk asal hewan (Yulnawati, 
Herdis, Maheshwari dan Rizal, 2008). Pengencer komersial ini 
siap untuk langsung digunakan sebagai bahan pengencer 
karena komposisi dari pengencer ini sudah lengkap dengan 
bahan-bahan yang digunakan untuk kebutuhan spermatozoa 
dan mampu mencegah terjadinya kerusakan sel spermatozoa 
selama penyimpanan (Surachman, Herdis, Setiadi dan Rizal, 
2006). Andromed
®
 mengandung protein, karbohidrat 
(fruktosa, glukosa, manosa dan maltotriosa), mineral (natrium, 
kalsium, kalium, magnesium, klorida, fosfor dan mangan), 
asam sitrat, gliserol, lemak, lesitin dan Glyceryl phosphoryl 
choline (GPC) (Susilawati, 2011).  Fruktosa sebagai substrat 
energi utama yang terkandung dalam bahan pengencer dasar 
andromed
®
 dapat mempertahankan daya hidup spermatozoa 
selama penyimpanan (Arifiantini, Yusuf dan Graha, 2005). 
Fruktosa mempunyai peranan penting sebagai sumber energi 
yang nantinya dapat melindungi membran spermatozoa, 
sehingga dapat mempertahankan kualitasnya (Ervandi, 
Susilawati dan Wahjuningsih, 2013). Pengencer juga 
mengandung lesitin yang berasal dari ekstrak kacang kedelai 
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yang berperan penting pada proses semen cair. Andromed
®
 
mengandung lesitin yaitu sebanyak 6,76 g/100 ml, penggunaan 
kacang kedelai sebagai sumber lesitin untuk bahan pengencer 
semen didasarkan pada pertimbangan komposisi kimia yang 
terdapat pada kacang kedelai mengandung hampir semua 
bahan-bahan yang dibutuhkan oleh spermatozoa (Aku, 
Purwantara dan Toelihere, 2007).  
 Bahan pengencer diperlukan untuk dapat 
mempertahankan kualitas hidup spermatozoa, syarat-syarat 
bahan pengencer yaitu (1) mengandung sumber energi untuk 
mencukupi kebutuhan spermatozoa, (2) bersifat buffer untuk 
mempertahankan pH semen karna pH semen yang normal 
yaitu kisaran (6,5-7,0) apabila nilai pH semen semakin rendah 
atau semakin tinggi maka akan menyebabkan kematian, 
karena perubahan pH akan menyebabkan pembentukan asam 
laktat, (3) mengandung antibiotik, berguna untuk pencegahan 
tumbuh dan berkembangnya bakteri yang dapat menyebabkan 
kematian spermatozoa serta dengan pemberian pengencer 
dapat meningkatkan volume semen dengan harapan dapat 
menginseminasi banyak betina akseptor (Lestari, Ihsan dan 
Isnaini, 2014). Penambahan bahan pengencer bertujuan untuk 
menyediakan sumber energi bagi spermatozoa, memperbanyak 
volume semen, mengurangi kepadatan spermatozoa serta 
menjaga kelangsungan hidup spermatozoa sampai batas waktu 
penyimpanan tertentu pada kondisi penyimpanan di bawah 
atau diatas titik beku sehingga menjamin kelangsungan hidup 
spermatozoa selama penyimpanan atau pembekuan 
(Kusumaningrum, Situmorang, Setioko, Sugiarti, 




2.4. Bahan Krioprotektan (Gliserol) 
Gliserol memiliki peranan penting dalam pencegahan 
terjadinya dehidrasi pada saat penyimpanan suhu dibawah titik 
beku, dengan penambahan gliserol dapat mencegah terjadinya 
pembentukan kristal es pada proses kriopreservasi sehingga 
dapat mengurangi kematian dari spermatozoa, penambahan 
krioprotektan ini dapat berdifusi kedalam sel dan dapat 
dimetabolisme sehingga akan menghasilkan energi dan 
membentuk fruktosa, gliserol akan memasuki siklus 
perombakan fruktosa pada triosa fosfat dan selanjutnya akan 
dirombak menjadi asam laktat untuk dioksidasi lebih lanjut, 
fruktosa dapat menghasilkan energi berupa ATP yang 
mengandung fosfat anorganik yang kaya energi dan akan 
digunakan untuk kontraksi fibril-fibril sehingga nantinya dapat 
memberikan keaktifan pergerakan spermatozoa (Tambing, 
Toelihere, Yusuf dan Sutama, 2000). Menurut Suhendra, 
Haryati dan Siregar (2014) krioprotektan merupakan senyawa 
kimia berbentuk cair yang cepat masuk kedalam benih 
sehingga meningkatkan kadar air benih yang berfungsi sebagai 
pelindung, yang digunakan untuk teknik kriopreservasi yang 
mana penggunaan krioprotektan bertujuan untuk melindungi 
benih pada suhu dibawah titik beku, pada proses kerjanya 
krioprotektan dengan cepat masuk kedalam sel dan melindungi 
sel tersebut. 
 Gliserol akan memberikan perlindungan yang efektif 
terhadap spermatozoa bila konsentrasinya didalam pengencer 
optimal, dan bila tidak optimal akan menimbulkan gangguan 
pada spermatozoa berupa penurunan kualitas spermatozoa, 
kadar gliserol yang terlalu tinggi atau rendah tidak akan efektif 
menjalankan fungsi protektifnya, tinggi rendahnya konsentrasi 
gliserol terhadap konsentrasi optimal akan mengakibatkan 
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tekanan osmotik pengencer berubah kearah hipertonik (Mumu, 
2009).  
Gliserol adalah senyawa bahan kimia dengan rumus 
HOCH2CH(OH)CH2OH, tidak berwarna, tidak berbau dan 
berupa cairan kental yang sering digunakan pada formula 
obat-obatan. Gliserol juga akan memodifikasi kristal es yang 
terbentuk didalam medium pembekuan sehingga menghambat 
kerusakan sel secara mekanis (Setiaji, Johan dan Widantari, 
2015). Pengaruh krioprotektan dalam melindungi spermatozoa 
pada saat kriopreservasi selain dari kerjanya, juga dipengaruhi 
oleh jenis dan persentasenya. Gliserol yang digunakan sebagai 
bahan krioprotektan berdifusi, menembus dan memasuki 
spermatozoa dan oleh spermatozoa dipakai untuk metabolisme 
oksidatif, menggantikan air bebas dan mendesak keluar 
elektrolit, menurunkan konsentrasi elektrolit intraseluler serta 
mengurangi daya merusaknya terhadap sel spermatozoa 
(Azizah dan Arifiantini, 2009).  
 
2.5. Ekuilibrasi  
Tahap ekuilibrasi ini merupakan faktor penting dalam 
keberhasilan pembuatan semen beku, waktu ekuilibrasi 
didefinisikan sebagai waktu yang dibutuhkan oleh 
krioprotektan untuk mencapai keseimbangan pada kedua sisi 
membran plasma (Tuhu, Ondho dan Samsudewa, 2013). 
Keefisien gliserol pada masa pembekuan sangat ditentukan 
oleh proses ekuilibrasi yaitu periode yang diperlukan untuk 
menyusaikan diri dengan pengencer supaya sewaktu 
pembekuan kematian spermatozoa akibat cold shock dapat 
dicegah, proses ini dilakukan sebelum semen dibekukan yaitu 
pada suhu 5
0
C (Umar dan Maharani, 2005). Salah satu usaha 
untuk mengatasi terjadinya cold shock pada saat pembekuan 
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yaitu dengan cara menentukan waktu ekuilibrasi yang optimal 
sehingga dapat mengurangi spermatozoa yang rusak selama 
proses pembekuan, dimana suhu optimum untuk penyimpanan 
semen encer adalah 5
0
C atau lebih rendah lagi tergantung pada 
peningkatan pendinginan, sedangkan suhu diatas 5
0
C dapat 
menghambat aktivitas metabolisme dan motilitas spermatozoa 
(Febriani, Hamdan dan Melia, 2014).  
 Faktor penentu dalam mempertahankan viabilitas 
spermatozoa adalah penggunaan waktu ekuilibrasi yang tepat, 
ekuilibrasi yang terlalu lama akan menyebabkan gliserol akan 
menarik air secara berlebihan dan menyebabkan dehidrasi sel 
sehingga terjadi kerusakan sel spermatozoa apabila waktu 
ekuilibrasi kurang maka krioprotrektan tidak mempunyai 
waktu untuk melakukan penetrasi kedalam sel spermatozoa 
sehingga tidak dapat melindungi sel spermatozoa dengan baik 
(Francis, Devi dan Selvamagheswaran, 2016). Ekuilibrasi 
dilakukan agar spermatozoa beradaptasi dengan bahan 
pengencer yang digunakan pada saat proses penurunan suhu, 
dimana lama waktu ekuilibrasi dapat menentukan daya 
adaptasinya apabila lama ekuilibrasi terlalu singkat maka akan 
menyebabkan penurunan daya adaptasi spermatozoa terhadap 
pengencernya, namun jika waktu ekuilibrasi yang digunakan 
terlalu lama, maka spermatozoa akan semakin kehilangan 
banyak energi sehingga dapat menurunkan aktivitas 
spermatozoa (Arifiantini, Supriatna dan Samsurizal, 2007).  
 Spermatozoa dibiarkan dalam suhu 5°C selama 2 
hingga 6 jam agar bisa menyeimbangkan cairan intraseluler 
dengan diluter yang mengandung gliserol sebelum proses 
pembekuan dimulai (ekuilibrasi) (Novianto, Sudarno dan 
Masithah, 2014) untuk mencapai ketahanan yang tinggi saat 
pembekuan spermatozoa melewati periode adaptasi terlebih 
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dahulu pada suhu 5
0
C dengan tujuan dapat memberikan 
kesempatan gliserol untuk melakukan penetrasi di membran 
plasma sel spermatozoa, semakin lama waktu ekuilibrasi maka 
semakin maksimal gliserol berdifusi dan beradaptasi dengan 
spermatozoa, akan tetapi jika spermatozoa terlalu lama berada 
pada suhu ekuilibrasi cenderung akan kehabisan energi dan 
terjadi penumpukan yang akan berdampak pada penurunan 
viabilitas spermatozoa (Situmorang, 2002). 
 
2.6. Teknik Kriopreservasi 
Kriopreservasi adalah suatu proses penghentian untuk 
sementara kegiatan hidup dari sel tanpa mematikan fungsi sel, 
dimana proses hidup ini dapat berlanjut setelah pembekuan 
(Mumu, 2009). Teknik kriopreservasi dibedakan atas teknik 
kriopreservasi konvensional (conventional slow freezing) dan 
kriopreservasi secara cepat (rapid freezing). Teknik 
kriopreservasi konvensional adalah teknik kriopreservasi yang 
lebih menekankan pada proses pembekuan lambat, pada teknik 
ini suhu diturunkan secara bertahap dengan menggunakan 
mesin pendingin yang dapat diprogram. Teknik ini melibatkan 
proses pemaparan krioprotektan yang baik pada saat pra-
pembekuan dan pasca-thawing (pencairan kembali) yang 
bertahap, juga melibatkan proses pembekuan yang bertahap 
dengan menekankan pentingnya proses seeding. Proses 
seeding dimaksudkan untuk menginisiasi pembentukan kristal 
es sebagai inti es dengan menurunkan temperatur sebagai 
larutan, agar dehidrasi terjadi dan menekan pelepasan energi 
panas yang berlebihan dari fusi kristal es, tanpa perlakuan 





C yang disertai dengan pelepasan fusi panas, 
sehingga temperatur hampir mencapai titik bekunya kembali, 
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kondisi ini akan menimbulkan suatu fluktuasi temperatur yang 
cukup besar. Tenik kriopreservasi cepat adalah proses 
pemadatan konsentrasi krioprotektan (ekstraseluler maupun 
intraseluler). Teknik ini, sebagian besar air didalam sel 
dikeluarkan sebelum terjadi pembekuan intraseluler dan 
digantikan dengan krioprotektan, sehingga pada saat 
pembekuan tidak terjadi kristal es (Kostaman dan Setioko, 
2011).  
Prinsip yang terpenting dari kriopreservasi sel 
spermatozoa ialah pengeluaran air dari dalam sel (dehidrasi) 
sebelum membeku intraseluler, apabila tidak terjadi dehidrasi 
akan terbentuk kristal es besar dalam sel yang dapat merusak 
sel dan bila terjadi dehidrasi yang sangat hebat maka sel akan 
mengalami kekeringan sehingga sel mati, untuk itu perlu 
diperhatikannya pada prinsip perpindahan air keluar masuk 
membran, baik sebelum deep freezing maupun rehidrasi pada 
saat pencairan kembali. Tujuan utama kriopreservasi sel 
spermatozoa yaitu melestarikan plasma nutfah yang mendekati 
kepunahan dan mendukung program IB pada ternak (Gazali 
dan Tambing, 2002).  
Lama pembekuan memberikan pengaruh terhadap 
banyak tidaknya motilitas spermatozoa, motilitas spermatozoa 
dapat terjadi jika spermatozoa masih mempunyai membran 
yang masih berfungsi dengan baik sehingga dapat 
menghasilkan energi gerak yang aktif, jika motilitas 
spermatozoa mengalami penurunan maka hal ini disebabkan 
karena selama pembekuan terjadi perubahan suhu yang 
ekstrim sehingga akan merusak komposisi lipid membran 
plasma spermatozoa (Sukmawati, Arifiantini dan Purwantara, 
2014). Toelihere (1993) menyarankan kecepatan penurunan 
temperatur secara bertahap yaitu 1
0


































C. Menurut Anonimous (2010) pembekuan 





C per menit pada suhu freezer -80
0
C. 
Menurut Hardijanto, Susilowati, Hernawati, Sardjito dan 
Suprayogi (2010) pengaruh dingin yang mendadak merupakan 
penyebab terjadinya cold shock  ̧ hal tersebut karena cepatnya 
proses pemecahan ATP sebagai akibat kebutuhan energi yang 
mendadak dan mengakibatkan spermatozoa kehabisan energi. 
Selama proses kriopreservasi terjadi perubahan 
intraseluler akibat pengeluaran air berkaitan dengan 
pembentukan kristal es yang menyebabkan terjadinya 
penumpukan elektrolit didalam sel sehingga terjadi kerusakan 
sel secara mekanik yang berpengaruh terhadap metabolisme 
spermatozoa (Pamungkas, Batubara dan Anwar, 2014). 
 
2.7. Semen Beku 
 Semen beku merupakan semen yang berasal dari 
hewan pejantan unggul, sehat, bebas dari penyakit hewan 
menular yang telah ditampung dengan menggunakan vagina 
buatan yang kemudian diencerkan dengan bahan pengencer 
sesuai prosedur proses produksi sehingga menjadi semen beku 
dan disimpan didalam rendaman nitrogen cair dengan suhu 
yang sangat rendah -196
0
C dalam kontainer kriogenik (SNI 
4869.1:2008). Semen segar yang dapat diproses lebih lanjut 
menjadi semen beku adalah semen yang memiliki gerakan 
massa +++. Standarisasi semen segar untuk dapat diproses 
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lebih lanjut menjadi semen beku adalah memiliki motilitas ≤ 
70% (Purwasih, Ondo dan Sutopo, 2013).  
Kualitas semen pada saat pembekuan harus benar-
benar terjaga untuk mempertahankan kualitasnya maka semen 
beku harus selalu benar-benar terendam didalam nitrogen cair, 
apabila sekali saja semen yang berada didalam straw tidak 
terendam maka spermatozoa beku tidak akan hidup setelah 
melalui proses thawing, untuk itu pengontrolan volume 
nitrogen cair perlu dilakukan untuk mempertahankan kualitas 
spermatozoa selama masa penyimpanan. Sifat dari semen beku 
yang sangat labil dapat mengakibatkan pengaruh yang buruk 
terhadap rendahnya motilitas hal ini disebabkan karena kondisi 
membran memiliki tingkat kerentanan yang cukup tinggi yang 
diduga pengaruh akibat proses pembekuan sehingga semen 
yang disimpan akan mengalami cold shock, rendahnya kualitas 
spermatozoa akibat pengaruh cold shock dapat mencapai 30% 
dari jumlah spermatozoa segar atau setelah dilakukannya 
pengenceran (Zelpina, Rosadi dan Sumarsono, 2012). Lebih 
dari 5 dekade semen beku post thawing mempunyai peran 
yang sangat penting pada sistem reproduksi dan produksi 
ternak. Perkembangan terakhir semen beku telah digunakan 
sebagai sumber pembuatan bank materi genetik pada hewan 
atau ternak langka dan unggul yang mendekati kepunahan 
(Ciptadi, 2012).  
Suhu thawing berpengaruh terhadap semen beku 
karena hal tersebut dapat mengurangi efek dari semen beku 
untuk mencapai suhu yang kritis pada saat thawing 
(Sudarmanto, Susilawati dan Isnaini, 2015). Menurut 
Kusumawati, Wahjuningsih dan Susilawati (2007) bahwa 
proses pembekuan semen akan mengakibatkan kematian 
spermatozoa mencapai 30% dari jumlah spermatozoa segar 
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atau setelah diencerkan dan kerusakan akibat pengaruh 
pendinginan. Menurut Susilawati (2005) bahwa 3 faktor 
penyebab kerusakan sel selama proses kriopreservasi yaitu (1) 
kerusakan mekanik akibat pembentukan kristal-kristal es yang 
dapat mempengaruhi struktur sel pada organel sitoplasma atau 
pecah karena ekspansi es; (2) adanya dehidrasi dari suspensi 
media baik intraseluler maupun ekstraseluler sehingga 
konsentrasi larutan menjadi toksik dan letal; (3) perubahan 
fisik kimiawi diantaranya prepitasi, denaturasi, koagulasi dari 
protein dan disosiasi ion dan kehilangan sifat-sifat absorbsi 
atau sifat-sifat pengikatan air. 
 
2.8. Penyimpanan Semen Beku 
Spermatozoa yang dibekukan dan disimpan pada suhu 
-79
o
 C di dalam CO2 padat dan alkohol tahan hidup 3 sampai 4 
tahun, sedangkan pada suhu -196
o
 C di dalam nitrogen cair 
spermatozoa tahan hidup untuk waktu yang tak terhingga 
(Feradis, 2010). Menurut Ismaya (2014) semen beku memiliki 
beberapa manfaat yaitu efisiensi penggunaan pejantan, 
perkawinan tidak dibatasi waktu dan tempat, transportasi 
mudah, murah dan berkualitas serta tahan lama untuk 
disimpan. Menurut Rizal dan Herdis (2005) proses pembekuan 
semen akibat perlakuan suhu yang sangat rendah (-196
o
 C) 
akan terbentuk kristal-kristal es dan perubahan konsentrasi 
elektrolit yang akan menyebabkan terjadinya kerusakan pada 
sel spermatozoa.  
Semen beku yang telah dievaluasi dan mempunyai 
Post Thawing Motility (PTM) lebih dari 40% dapat disimpan 
untuk keperluan IB. Menurut Luthan (2010) penyimpanan 
dapat dilakukan menggunakan kontainer N2 cair yang bersuhu 
-196℃. Kapasitas kontainer yang digunakan disesuaikan 
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dengan jumlah straw. Selain kontainer untuk penyimpanan 
semen beku, perlu disediakan kontainer untuk stok N2 cair. 
Stok nitrogen cair diperlukan untuk menambah persediaan N2 
cair didalam kontainer yang berisi straw. Kualitas semen beku 
akan tetap terjaga jika tetap terendam dalam N2 cair. 
 
2.9. Analisis Kualitas Semen Beku 
Analisis viabilitas dilakukan dengan membuat preparat 
apus dengan pewarnaan Eosin-Y 0,5%, spermatozoa yang 
masih hidup tidak akan menyerap warna Eosin-Y hal ini 
dikarenakan spermatozoa yang masih hidup memiliki 
membran yang utuh sehingga bahan pewarna tersebut tidak 
akan terserap oleh spermatozoa, sedangkan spermatozoa yang 
mati dapat ditunjukan dengan spermatozoa menyerap bahan 
pewarnaan karena membran sel spermatozoa telah rusak 
(Ermayanti dan Suarni, 2010). Membran sel spermatozoa 
tersusun atas protein lipid, dan karbohidrat tersusun secara 
nonkovalen dan sangat sensitif terhadap faktor-faktor 
pengaruh dari luar seperti suhu, kekuatan ionic dan polaritas 
pelarut, jika membran terjadi atau mengalami kerusakan hal 
ini karena disebabkan perubahan suhu yang terlalu ekstrim 
sehingga permeabilitas fosfolipid hidrofilik akan mengalami 
kerusakan yang menyebabkan fluiditas membran terganggu 
yang berujung dengan kematian spermatozoa atau mungkin 
bisa juga kerusakan membran disebabkan karena selama 
proses thawing membentuk radikal bebas metabolit oksigen 
yang bersifat toksik terhadap spermatozoa pada tingkatan yang 
rendah didalam sel spermatozoa secara bersamaan dengan 
suplai oksigen terbatas, dengan kata lain semakin tinggi 
pemanfaatan oksigen yang dilakukan oleh spermatozoa akan 
menyebabkan terbentuknya radikal bebas sehingga terjadi 
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peningkatan lipid peroxidasi sebagai faktor penyebab 
terjadinya kerusakan membran spermatozoa (Salim, Susilawati 
dan Wahjuningsih, 2012) 
 Motilitas massa atau gerakan massa merupakan 
cerminan dari motilitas spermatozoa semakin aktif dan 
semakin banyak spermatozoa yang bergerak serta berpindah 
tempat, maka gerakan massa semakin baik, motilitas massa 
diamati dengan menggunakan mikroskop tanpa cover glass 
dengan perbesaran 400x atau 100x pada suhu yang dijaga 
konstan 37℃ (Susilawati, 2011). Menurut Toelihere (1993) 
bahwa berdasarkan penilaian gerakan massa, kualitas semen 
dibagi dalam kategori yaitu: sangat baik (+++), baik (++), 
cukup (+), dan jelek (0). Penilaian motilitas massa dapat 
ditentukan sebagai berikut: Sangat baik (+++), terlihat adanya 
gelombang besar, gelap, banyak, tebal, dan aktvitas bagai 
gumpalan awan hitampekat hujan yang bergerak cepat 
berpindah-pindah tempat. Baik (++), bila terdapat gelombang 
kecil-kecil, tipis, jarang, kurang jelas dan bergerak lambat. 
Cukup (+), jika tidak terlihat gelombang melainkan gerak 
individu yang aktif progresif. Buruk (0), sedikit atau gerakan-
gerakan individual. 
 Motilitas individu atau gerakan individu spermatozoa 
dapat diamati dengan menggunakan mikroskop dengan 
perbesaran 400x pada suhu yang dijaga konstan 37℃ dengan 
menggunakan cover glass, kemudian menentukan proporsi 
(persentase) spermatozoa yang bergerak progresif (Susilawati, 
2011). Menurut Toelihere (1993) mengklasifikasikan 
pergerakan individu spermatozoa sebagai berikut: 90% 
pergerakan sangat aktif atau cepat, gelombang besar. 70-85% 
bergerak aktif/cepat, ada gelombang dengan gerakan massa 
yang cepat. 40-60% bergerak agak aktif/agak cepat, terlihat 
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gelombang tipis dan jarang serta gerakan massa yang lambat. 
20-30% bergerak kurang aktif, tidak terlihat gelombang, hanya 
gerakan individual spermatozoa. 10% gerakan individual 
spermatozoa (sedikit sekali gerakan individual spermatozoa 
atau tidak ada gerakan sama sekali (mati). 
Abnormalitas primer meliputi: kepala terlalu besar 
(macrochealic), kepala terlalu kecil (microchepalic), kepala 
pendek melebar, pipih memanjang dan kepala rangkap 
(piriformis), ekor ganda (bagian tengah membesar dan berlipat 
membengkak, membesar) dan ekor yang melingkar, terputus 
atau ekor terbelah. Abnormalitas sekunder meliputi: ekor 
terputus, kepala tanpa ekor, bagian tengah melipat, butiran 
protoplasma proksimal dan akrosom yang terlepas (Toelihere, 
1993). Abnormalitas primer terjadi karena adanya kegagalan 
dalam proses spermatogenesis di tubuli seminiferus. 
Abnormalitas primer dapat dikarenakan faktor keturunan dan 
pengaruh dari lingkungan yang buruk. Abnormalitas sekunder 
terjadi selama proses penyimpanan atau kriopreservasi 
spermatozoa dan kemungkinan besar disebabkan perlakuan 
pada saat pewarnaan dalam proses pembuatan preparat ulas 
(Afiati, Yulnawati, Riyadi dan Arifiantini, 2015). 
